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AHR aryl hydrocarbon receptor 
AKGs alkyl glyceryl ethers 
ARE antioxidant response element 
ARNT aryl hydrocarbon nuclear translocator 
BaP benzo[a]pyrene 
CA chimyl alcohol 
cDNA complementary deoxyribonucleic acid 
COX2 cyclooxyganase2 
CPs carbonylated proteins 
CYP1A1 cytochrome P450 family 1 subfamily A polypeptide 1 
Cys-C cystatin-C 
DCFDA 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate 
DMEM dulbecco's modified eagle medium 
DNA deoxyribonucleic acid 
DPE diesel particulate extract 
EDCEP 2,4-dicarboethoxy pantothenate 
ELISA enzyme linked immuno sorbent assay 
Em. emission 
EpiskinTM -LM EpiskinTM large model 




FBS fetal bovine serum 
FGF-6 fibroblast growth factor-6 
5-FTSC fluorescein-5-thiosemicarbazide 
γ-GCS γ-glutamyl cysteine synthase 
Glc glucagon 
GSH glutathione 
H2O2 hydrogen peroxide 
HBSS(-) Hanks’ balanced salt solution (Ca2+, Mg2+ free) 
HO-1 heme oxygenase-1 
IGFBP-2 insulin-like growth factor-binding protein-2 
IGFBP-3 insulin-like growth factor-binding protein-3 
IL-1α interleukin-1 alpha 
IL-1β interleukin-1 beta 
IL-1ra interleukin-1 receptor antagonist 
IL-8 interleukin-8 
Keap1 kelch-like ECH associated protein 1 
KD knock down 
LPS lypopolysaccharide 
MAPK mitogen-activated protein kinase 
M-CSF macrophage colony-stimulating factor 
MED minimal erythema dose 
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略号 正式名称 
MES 2-morpholinoethane sulphonic acid 
MMPs matrix metalloproteinases 
MMP-1 matrix metalloproteinase-1, Collagenase 
MMP-9 matrix metalloproteinase-9 
MTT 3-(4,5-dimethyl-2-thiazoyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
mRNA messenger RNA 
NC non-treated control 
NQO1 quinone oxidoreductase-1 
NHDFs normal human dermal fibroblasts 
NHEKs normal human epidermal keratinocytes 
NHEMs normal human epidermal melanocytes 
NIST national Institute of standards and technology 
NMF natural moisturizing factor 
NR neutral red 
Nrf2 nuclear factor E2-related factor 2 
OPG osteoprotegerin 
PA pantothenic acid 
PAHs polycyclic aromatic hydrocarbons 
PBS(-) phosphate buffered saline (Ca2+, Mg2+ free) 
PGE2 prostaglandin E2 
PM2.5 particulate matter 2.5 
PPARγ peroxisome proliferator activated receptor γ 
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略号 正式名称 
RHEEs reconstructed human epidermal equivalents 
ROS reactive oxygen species 
RT-PCR reverse transcription -polymerase chain reaction 
SC stratum corneum 
siRNA small interference ribonucleic acid 
SRM standard reference material 
TJ tight junction 
TGF-β transforming growth factor-β 
TNF-α tumor necrosis factor-α 
TSP4 thrombospondin-4 
UVA ultraviolet A 
UVB ultraviolet B 
VB5 vitamin B5 
VEGF vascular endothelial growth factor 
VOC volatile organic compounds 
WHO World Health Organization 

























懸念される Ultraviolet B (UVB) に注目した。UVB曝露により表皮で惹起される炎症に対す
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る Reactive oxygen species (ROS) の関与と Alkyl glyceryl ethers (AKGs) の抗炎症作用を中心
にその作用メカニズムについて検証した。 
UVB への関心に加えて、近年では大気汚染の問題にも注目が集まっている。世界保健機
構 (World Health Organization, WHO) が 2018年 5月に発表した内容によれば、2016年時点
で大気汚染の環境基準に満たない地域で生活している人口は全世界の 91%にも達し、これ
が原因で年間 420万人が死亡している [5]。日本においては、特に近隣の中国からの偏西風

















がない。そこで第 3章では、Reconstructed human epidermal equivalents (RHEEs) の表面を乾
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これは紫外線の繰り返し曝露による DNA 損傷や ROS の産生に起因することが知られて
いる [10-11]。このことは疫学調査の結果からも明らかで、秋田県と鹿児島県の女性 (6~80
歳) それぞれ 350人の色素斑の面積としわを計測した結果、鹿児島県の女性の方が色素斑は








human dermal fibroblasts (NHDFs) 単独の作用、変化として捉えられた研究が中心になされて
きた。しかしながら、皮膚の構造から考えると、NHDFs の紫外線に対する応答性は、
Ultraviolet A (UVA) に対する NHDFs 自身の応答と、UVB に曝露された Normal human 
epidermal keratinocytes (NHEKs) からのシグナルを受けた応答、そしてその両者の存在が寄
与することが容易に推測される。すなわち、化粧品の作用点を考えた場合、UVB 曝露後に




実際に過剰な UVB 曝露による皮膚細胞傷害は ROS の生成によって引き起こされること
が知られており [10]、ROS は皮膚の色素沈着、皮膚老化、そして皮膚ガンを引き起こすこ
とも知られている [11]。表皮に対する UVBの曝露は Cyclooxiganase2 (COX2) の messenger 
RNA (mRNA) 発現と、これに付随する炎症性生理活性物質 Prostaglandin E2 (PGE2) の産生を
亢進することが知られている [14-15]。また、PGE2は一酸化窒素とともに UVB 曝露により
誘発される紅斑形成にも寄与することが知られている [16]。さらに、PGE2は Normal human 
epidermal melanocytes (NHEMs) においてメラニン合成を促進することや、細胞増殖および
デンドライトの伸長を制御することも報告されている [17-20]。一方、真皮において PGE2
は Transforming growth factor-β (TGF-β) シグナル経路に対して特異的に干渉することで線維
芽細胞におけるコラーゲン合成を抑制することが知られており [21]、この過程において真
皮に浸潤したリンパ球は、コラーゲンやエラスチンのような真皮マトリックス構造を分解
するMatrix metalloproteinases (MMPs) を分泌すると言われている [22]。実際に、線維芽細
胞における PGE2レベルは加齢した皮膚で増加し、その結果として真皮細胞外マトリックス
の分解を引き起こすことが知られている [23]。したがって、UVB曝露後の COX2 発現増加
と、これに付随する PGE2の産生を制御することは、光老化から皮膚を防御するために非常
に重要であると考えられる。 
著者は、Peroxisome proliferator activated receptor γ (PPARγ) のアゴニストが COX2 mRNA
発現を抑制して抗炎症作用を示すと知られていることから [24]、CA が PPARγ シグナル経
路を活性化し抗炎症作用を示すと仮説を立てた。PPARγ シグナル経路を活性化すると、UVB
曝露による COX2 発現増加と、これに付随する PGE2 の産生を制御すると報告されている 
[25]。また、細胞内抗酸化システムは Nrf2-Kelch-like ECH associated protein 1 (Keap1)シグナ
ル経路によって制御されていることがよく知られており [26-27]、Nrf2は抗酸化剤応答配列
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Antioxidant response element (ARE) を介した酸化ストレスの細胞内受容機構として重要な転
写因子である [28]。通常、Nrf2 は細胞質内でその抑制性制御因子である Keap1 と結合する
ことで不活性な状態として存在しているが、酸化ストレスによって Keap1 が失活して Nrf2
が活性化し、この活性化した Nrf2 が核内に移行して ARE に結合する [26-27]]。核内におい
て Nrf2 は、グルタチオン(Glutathione, GSH) 合成の失速酵素である γ-Glutamyl cysteine 
synthase (γ-GCS) などの抗酸化関連遺伝子の転写を促進することが知られている [29]。さ
らに、PPARγは生体内の抗酸化防御システムであるNuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2) シ
グナル経路を活性化することで、直接的に炎症プロセスを抑制することも知られている 
[30]。 
AKGs はアルキル鎖がグリセロール骨格のヒドロキシル基にエーテル結合をした Figure 
1-1に示す化学構造を有し、化粧品製剤において乳化安定剤として広く使用されている。こ







Figure 1-1  Chemical structure of CA is shown. 
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これまでに、いくつかの PPARγ アゴニストが報告されており、その中のひとつであるリ
ノレン酸は長鎖の脂肪酸で CA とアルキル鎖長が近い構造である [32-33]。したがって、著
者は CA もまた同様にして PPARγ アゴニストとして作用することで可能性を考えた。そこ
で、第 1章ではUVB曝露後の炎症応答に対するCAの作用とこの抗炎症メカニズムをPPARγ
アゴニスト作用に焦点をあて検証することを目的とした。なお、ここでは AKGs のうち予





Figure 1-2 Flow chart of experiment. 
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第 1節 実験方法 
1-1. 実験材料 
AKGs として CA は日光ケミカルズ (東京) より入手した。3-(4,5-dimethyl-2-thiazoyl)- 
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) は和光純薬工業 (大阪) より購入した。Neutral red 
(NR) はシグマアルドリッチジャパン (東京 ) から購入した。Ambion®  Cells-to-CT™ 
TaqMan®  Kits、TaqMan®  Fast Universal PCR Master Mix、Pierce™ BCA Protein Assay Kit お
よ び Alamar Blue® は Thermo Fisher Scientific ( 東 京 ) よ り 購 入 し た 。
2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFDA) は Calbiochem (CA, USA) から購入した。
IL-1αEnzyme linked immune sorbent assay (ELISA) kit は R&D Systems (MN, USA) から購入し
た。PGE2 ELISA kitは Cayman Chemical (MI, USA) から購入した。 
 
1-2. 細胞培養と UVB曝露 
 NHEKs は倉敷紡績 (大阪) より購入し、HuMedia KG2 培地 (倉敷紡績) を用いて 37˚C、
5%CO2環境下で培養した。NHEKsは 20 mJ/cm2のUVB (TL20W/12RS lamp, Phillips, Hamburg, 
Germany) を Hanks’ balanced salt solution (Ca2+, Mg2+ free) (HBSS(-)) 中で曝露した。UVB曝露
はカットフィルターを用いることで UVB 領域以外の波長が曝露されない条件下で行った。
さらに、UVB 線量は試験ごとに照度計で測定した照射強度をもとに、指定の線量となるよ
うに 1分から 2分の範囲で調整して曝露した。 
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1-3. UVB 曝露後の細胞傷害 
 NHEKsは 2.0×104 cells/wellの密度で 96 well plateに播種し、所定濃度の CAを含有した培
地で 24 時間プレ処理をした。洗浄後、HBSS(-)に交換し、20 mJ/cm2の UVB を曝露した。
その後、CA を含有した新鮮な培地でさらに 24 時間ポスト処理をした。1%の NR を含有す
る培地で 2時間培養し、生細胞が取り込んだ NRの量は、30 %エタノール含有 0.1 mol/L HCl
溶液で抽出後、吸光度 (Abs. 550nmと Abs. 650 nmの差) を測定することで定量した。細胞
生存率は、試験試料およびUVB未曝露細胞 (Non-treated control, NC) を 100とした Index (%) 
で表した。 
 
1-4. UVB 曝露後の細胞内 ROSレベル 
 NHEKsを 2.0×104 cells/wellの密度で 96 well plateに播種し、所定濃度の CAを含有した培
地で 24 時間プレ処理をした。次に、DCFDA を含有した HBSS(-)で 45 分間インキュベーシ
ョンすることにより、細胞内にDCFDAを取り込ませた。洗浄後、HBSS(-)に交換し、20 mJ/cm2
の UVB を曝露した。NHEKsは Triton X-100 含有 Phosphate buffered saline (Ca2+, Mg2+ free) 
(PBS(-)) で細胞を溶解し蛍光強度 (Ex. 485 nm/ Em. 530 nm) を測定することで、細胞内 ROS
を定量した。同時に、BCA Protein Assay Kitを用いて細胞のタンパク質量を定量することで、
細胞内 ROSレベルを単位タンパク質当たりの蛍光強度として表した。 
 
1-5. UVB 曝露後の炎症性生理活性物質 PGE2の定量 (ELISA 法) 
NHEKsは 2.0×104 cells/wellの密度で 96 well plateに播種し、所定濃度の CAを含有した培
地で 24 時間プレ処理をした。洗浄後、HBSS(-)に交換し、20 mJ/cm2の UVB を曝露した。
その後、CAを含有した新鮮な培地でさらに 24時間後処理をした。培地中に分泌された PGE2
は、市販の ELISA キットを用いて定量した。同時に、BCA Protein Assay Kit を用いて細胞
のタンパク質量を定量することで、単位タンパク質当たりの PGE2分泌量として表した。 
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1-6. mRNA発現の定量 (Real-time RT-PCR 法) 
 NHEKsは 2.0×104 cells/wellの密度で 96 well plateに播種し、所定濃度の CAを含有した培
地で所定の時間処理をした。総 RNA を抽出後、Ambion®  Cells-to-CT™ TaqMan®  Kitsを用
いて cDNA (Complementary deoxyribonucleic acid) を作成した。Real-time RT-PCR (Reverse 
transcription -polymerase chain reaction) は TaqMan®  Fast Universal PCR Master Mix を用いて
Step One PlusTM Real-time PCR systemを使用して行った。Thermo Fisher Scientificから入手し
たプライマーのアッセイ IDは Table 1に示した。 
 
Table 1 プライマーのアッセイ ID 





Cycloph illin PPIA control mix 
 
 
1-7. 遺伝子のノックダウン (RNA干渉法) 
 NHEKsは 1.0×104 cells/wellの密度で 24 well plateに播種し、PPARγの Small interference 
ribonucleic acid (siRNA) (siPPARγ) およびランダムシークエンスの siRNA をコントロール 
(siNC) として Lipofectamine® 3000 を用いてトランスフェクションを行った。その後、CA
を含有した新鮮な培地でさらに 24時間ポスト処理をした。PPARγのmRNA発現は Real-time 
RT-PCR法を用いて評価した。 
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1-8. 統計解析 
 データは means ± S.D.で表し、統計解析は 2群比較に対しては Studentの t検定 (Microsoft 
Excel 2010) を、3群以上の比較に対しては Tukey検定 (IBM SPSS ver. 1.7) を行い、p値 0.05
未満 (*p<0.050) および p値 0.01未満 (**p<0.010) を統計学的に有意差ありとした。 
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第 2節 結果 
2-1. UVB 曝露後の細胞傷害 
予備検討の結果より、CA は細胞生存率の低下が認められない最大濃度である 40 μmol/L
を最高濃度として、また UVB曝露量はおおよそ 60%生存率となる 20 mJ/cm2と設定して、
第 1章の一連の検討を行った。 
NHEKsの細胞生存率は UVB曝露により 60%程度まで有意に減少した。UVB 曝露による
細胞生存率の低下は CAをプレ処理することで改善し、CA 処理濃度 10~20 μmol/Lでの有意
差は認められなかったが、40 μmol/Lでは NC と比較して有意に細胞生存率が上昇した (Fig. 
1-3)。以上より、UVB による細胞傷害に対して、NHEKs を CA でプレ処理することでの緩
和作用が示唆された。 
  




Figure 1-3  Resistance to UVB-induced cell toxicity in NHEKs treated with CA. 
NHEKs were pre-treated with or without CA for 24 h, then were exposed to 20 mJ/cm2 UVB and 
further incubated for 24 h as a post-treatment. Cell viabilities were evaluated using the NR assay and 
are expressed as fold index (%) compared with the NC without UVB. Results are expressed as 
means±S.D. (n=4). Significance; *p＜0.050, **p＜0.010. 
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2-2. UVB 曝露後の細胞内 ROSレベル 
 UVB 曝露は細胞内 ROS レベルを上昇させることが報告されている [7]。そこで、UVB曝
露後の NHEKs における細胞内 ROS レベルの上昇に対する CA の作用を評価した。その結
果、UVB 曝露によって細胞内 ROS は有意に上昇した。UVB 曝露による細胞内 ROS の上昇
は CA をプレ処理することで改善し、CA処理濃度 10~20 μmol/Lでの有意差は認められなか




Figure 1-4  Influence of CA on intracellular ROS levels in NHEKs after UVB exposure. 
NHEKs were pretreated with or without CA for 24 h, then were preloaded with DCFDA for 45 min 
in Hank’s buffer and exposed to 20 mJ/cm2 UVB, after which intracellular ROS levels were 
quantified. ROS levels are expressed as fold index (%) compared with the NC without UVB. Results 
are expressed as means±S.D. (n=4). Significance ; **p＜0.010. 
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2-3. UVB 曝露後の COX2 mRNA発現 
 UVB 曝露は NHEKs における COX2 mRNA発現を上昇させることが報告されている [9]。
そこで、UVB 曝露後の NHEKs における COX2 mRNA 発現の上昇に対する CA の作用を評
価した。その結果、UVB曝露によって COX2 mRNA 発現は有意に増加した。UVB 曝露によ
る COX2 mRNA 発現の増加は CA をプレ処理することで改善し、CA 処理濃度 10~20 μmol/L
での有意差は認められなかったが、40 μmol/L では NC と比較して有意に抑制された (Fig. 




Figure 1-5  Inhibition of UVB-induced COX2 up-regulation in NHEKs treated with CA. 
NHEKs were pre-treated with or without CA for 24 h, then were exposed to 20 mJ/cm2 UVB and 
further incubated for 6 h as a post-treatment prior to Real-time RT-PCR analysis. COX2 mRNA 
expression was normalized against cyclophilin mRNA expression and is expressed as fold induction 
compared with the NC. Results are expressed as means±S.D. (n=4). Significance ; *p＜0.050, **p＜
0.010. 
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2-4. UVB 曝露後の炎症性生理活性物質 PGE2産生 
 COX2 はアラキドン酸カスケードの律速酵素であることはよく知られている [24]。UVB
曝露された NHEKs において、COX2 の発現は PGE2産生を亢進することが報告されている 
[25]。そこで、CA の抗炎症作用について明らかにするために、UVB 曝露後の NHEKs にお
ける PGE2産生に対する CA の作用を評価した。その結果、UVB 曝露によって PGE2産生は
有意に亢進した。UVB 曝露による PGE2産生の亢進は CA をプレ処理することで改善し、
CA処理濃度 10~40 μmol/Lの全ての濃度域において NCと比較して有意に抑制された (Fig. 
1-6)。一方、前述の COX2 mRNA 発現は UVB未曝露群においても有意に抑制されたが、PGE2
産生においては UVB 未曝露群での変化は認められなかった (Fig. 1-6)。 
 
 
Figure 1-6  PGE2 secretion from NHEKs pre-treated with CA before UVB exposure. 
NHEKs were pre-treated with or without CA for 24 h, then were exposed to 20 mJ/cm2 UVB and 
further incubated for 24 h as a post-treatment. PGE2 secretion into the medium was quantified using 
an ELISA kit. Results are expressed as means±S.D. (n=4). Significance; **p＜0.010. 
 26 / 92 
 
2-5. 細胞内抗酸化システムに対する影響 
 PPARγ は脂肪細胞の分化や炎症抑制、NHEKs の分化に関与することが報告されている 
[25]。UVB 曝露による COX2 発現と PGE2産生は PPARγ により制御されることが報告され
ていることから [24]、著者は最初に PPARγの活性化に注目をした。そこで、この過程にお
いて CA が PPARγ のリガンドとして作用することで、細胞内抗酸化システムを増強する可
能性について、より詳細に検討を行った。UVB 曝露による PGE2産生に対する CAの抑制作
用が PPARγ-Nrf2 シグナル経路の活性化を介したものであることを明らかにするために、最
初に PPARγ および Nrf2の mRNA 発現について評価を行った。その結果、PPARγ および Nrf2
のmRNA発現はCA処理によって増加し、CA処理濃度 20~40 μmol/Lでは有意であった (Fig. 
1-7a, b)。さらに、細胞内抗酸化剤として知られている GSH の合成は、律速酵素である γ-GCS
による de novo合成によって生成されることが知られており [34]、Nrf2 の活性化に付随して
起こることが報告されていることから [27]、γ-GCSの mRNA発現についても評価を行った。
その結果、γ-GCSの mRNA 発現もまた CA処理によって増加し、CA処理濃度 40 μmol/Lで
は有意であった (Fig. 1-7c)。 
  




Figure 1-7  Induction of PPARγ (a), Nrf2 (b) and γ-GCS (c) mRNA expression in NHEKs 
treated with CA. 
NHEKs were treated with or without CA for 24 h prior to Real-time RT-PCR analysis. PPARγ, Nrf2 
and γ-GCS mRNA levels normalized against cyclophilin mRNA expression are expressed as fold 
induction compared with the NC. Results are expressed as means±S.D. (n=4). Significance; *p＜
0.050, **p＜0.010. 
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2-6. PPARγ-Nrf2 シグナル経路に対する影響 
 UVB 曝露による PGE2産生に対する CA の抑制作用が PPARγ-Nrf2 シグナル経路の活性化
を介したものであることを明らかにするために、著者は siPPARγ のトランスフェクション
により PPARγ を KD (Knock down) した NHEKs を用いて CA の作用を検証した。siPPARγ
を導入した細胞の PPARγ 発現はおおよそ 20%程度まで有意に低下した (Fig. 1-8a)。また、
siNC導入細胞では先の実験と同様に CA処理によるNrf2 mRNA発現の有意な増加が認めら
れたが、siPPARγ 導入細胞では CA 処理による Nrf2 mRNA発現の増加作用は消失した (Fig. 
1-8b)。さらに、CA は siNC 導入細胞では先の実験と同様に UVB 曝露によって誘導される
PGE2産生の亢進を有意に抑制したが (Fig. 1-8c)、siPPARγ 導入細胞においては UVB 曝露に
よって誘導される PGE2産生に対する作用は認められなかった (Fig. 1-8d)。 
  




Figure 1-8  Effects of CA on Nrf2 mRNA expression and UVB-stimulated PGE2 secretion in 
PPARγ knockdown NHEKs. 
NHEKs were transfected with siPPARγ or with an siRNA to a random sequence (siNC) and were 
further incubated with CA for 24 h. a) mRNA expression levels of PPARγ in siNC or siPPARγ 
transfected NHEKs, b) mRNA expression levels of Nrf2 in siNC or siPPARγ transfected NHEKs 
treated with CA for 24 h, PPARγ and Nrf2 mRNA levels were normalized against cyclophilin mRNA 
levels and are expressed as fold induction compared with the NC. c-d) PGE2 secretion from siNC or 
siPPARγ transfected NHEKs exposed to 20 mJ/cm2 UVB. CA at various concentrations was 
pre-treated for 24 h before UVB irradiation. Results are expressed as means±S.D. (n=4). 
Significance; N.S., Not Significance, *p＜0.05, **p＜0.010 
a) PPAR-γ mRNA       b) Nrf2 mRNA                   
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第 3節 考察 
 UVB 曝露により誘導される皮膚の炎症は、COX2 mRNA 発現の亢進を介した PGE2の過
剰生成によって引き起こされる [25]。UVB曝露による COX2 mRNA発現の亢進は、細胞内
ROS レベル上昇をトリガーとした p38 Mitogen-activated protein kinase (p38 MAPK) 活性化に
よって起こることが示されている [35]。これらの事実は、細胞内 ROS レベルの上昇を抑え
ることが UVB誘導性の炎症を抑制するため重要であることを裏付けている [10]。 
第 1章では、UVB曝露により誘導される皮膚の炎症に対するCAの抗炎症作用について、
細胞内 ROS レベルの抑制を介した COX2 発現と PGE2産生に焦点を当てて検討を行った。
最初に、UVB曝露後の細胞傷害に対して CAは緩和作用を見出した (Fig. 1-3)。UVB 曝露に
より NHEKs の細胞内 ROS レベルは有意に上昇したが、CA はこれを有意に抑制した (Fig. 
1-4)。さらに CAは、細胞内 ROS により発現の亢進した COX2 を抑制することで、PGE2産
生に対しても抑制作用を示した (Fig. 1-5, 1-6)。また、CA は UVB 未曝露群においても COX2
発現を有意に減少させた (Fig. 1-5)。これらの事実を総合すると、CA は UVB に曝露された
皮膚の炎症応答を抑制することが示唆された。事実、著者らのグループが以前に行った検
討では、ヒトでの臨床試験において CA 配合製剤の塗布により UVB 曝露後の Minimal 
erythema dose (MED) はプラセボ製剤と比較して有意に減少した (Data not shown)。 
 そこで、著者は PPARγに注目をしてさらに検討を進めることで、CAの抗炎症作用につい
てより詳細なメカニズムを明らかにすることとした。PPARγ アゴニストは抗炎症作用を示
すことが報告されており [32]、さらに UVB 曝露による COX2 発現と PGE2 産生の亢進を
PPARγ が制御していることが報告されている [24]。通常、UVB 曝露による COX2 mRNA 発
現の増加は NF-κB シグナル経路を介して起こることが知られている [36-38]。PPARγ のアゴ
ニストによる活性化は、Lypopolysaccharide (LPS) や Interleukin-1 beta (IL-1β) による COX2
発現増加に対しても抑制的に作用し、また直接的に Nrf2 シグナル経路も活性化することか
ら [30]、著者は CA の PPARγ および Nrf2に対する作用について検討を進めた。通常、ROS




者は PPARγ および Nrf2、さらにその下流に存在する γ-GCS mRNA 発現に対する CA の作用
を評価した。その結果、CA は PPARγ および Nrf2、γ-GCSの mRNA 発現レベルを増加させ
た (Fig. 1-7)。これらの結果は、CA が UVB 曝露による細胞内 ROS レベルの上昇を低下さ
せるという事実と一致していた (Fig. 1-4)。最後に、CAの PPARγに対する作用を検証する
目的で siPPARγ 導入細胞を用いた検証実験を行った。その結果、siPPARγ 導入細胞では、





Figure 1-9  Scheme showing the anti-inflammatory effects of CA : involvement of PPARγ 
activation. 
ROS; Reactive oxygen species, PLA2; Phospholipase A2, PGH2; Prostaglandin H2, PGE2; 
Prostaglandin E2, COX2; Cyclooxygenase 2, CA; Chimyl alcohol, PPARγ; Peroxisome 
proliferator-activated receptor-γ, Nrf2; nuclear factor E2-related factor 2, γ-GCS; γ-Glutamyl 
cysteine synthase. 
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第 4節 小括 
 第 1 章の結果より、CA は UVB による COX2 発現と PGE2産生の亢進を抑制することで
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焼などが由来の一酸化炭素、硫黄酸化物 (二酸化硫黄など)、窒素酸化物 (二酸化窒素など) 
などの排出ガス、炭化水素と窒素酸化物などが光化学反応を起こして生じるオゾン (O3) や
多環芳香族炭化水素 (Polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs) などの光化学オキシダント、
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大気汚染物質による皮膚機能の低下が報告されている。また、大気汚染物質の主要構成物
質である PAHsが Aryl hydrocarbon receptor (AHR) シグナル経路を介して炎症性メディエー
ターを誘導することが報告されている [6, 40-41]。PAHsは非常に高い親和性をもって AHR
に結合し、AHR リガンド複合体は核内へと移行し、芳香族炭化水素核内転写因子 (Aryl 
hydrocarbon nuclear translocator, ARNT) と結合する。PAHsは AHR 活性化、核内移行および
AHR-ARNT 複合体形成を通じて、Cytochrome P450 family 1 subfamily A polypeptide 1 
(CYP1A1) を含む AHR 制御遺伝子の発現増加を引き起こす [42]。誘導された CYP1A1 は、





また、AHR 活性化による影響として ROS産生も知られている [46]。第 1章でも言及した
通り、細胞内抗酸化システムは、Nrf2- Keap1シグナル経路によって制御されている [23-24]。
Nrf2は核内において GSH合成の律速酵素 γ-GCS および Heme oxygenase-1 (HO-1)、Quinone 
oxidoreductase-1 (NQO1) などの抗酸化関連遺伝子を増加させると報告されている [26-28]。
以上より、大気汚染物質は AHR 活性化とこれに付随する CYP1A1の過剰生成、ならびに酸
化ストレスによって皮膚に対して細胞傷害を引き起こす可能性が示唆される。 
著者は、大気汚染物質のなかでも近年非常に注目を集めている PM2.5に着目した。PM2.5
はカーボンパーティクルとそれに付着した PAHs、なかでもDiesel particulate extract (DPE) が
その多くを占めていることから、大気汚染物質の人体に対する影響に関する研究ではモデ
ル化合物として DPEが一般的に用いられている。そこで、第 2章では DPEを用いて大気汚
染物質による皮膚細胞傷害への活性酸素の寄与を検証することを目的とした。さらに、大
気汚染物質による皮膚細胞傷害の緩和を目的として、20 種類以上の化合物のスクリーニン
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グ試験を行った結果、VB5 として知られている Pantothenic acid (PA) およびその誘導体 





Figure 2-1 Flow chart of experiment. 
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Figure 2-2に PA および EDCEP の化学構造を示した。PAは水溶性ビタミンの一種である
VB5 として広く知られており、皮膚において保湿作用、抗炎症作用、および育毛作用を示
すことが報告されている [47]。しかしながら、パントテン酸は安定性や経皮吸収性が低い




   
Figure 2-2  Chemical structures of PA (left) and its derivative EDCEP (right). 
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第 1節 実験方法 
1-1. 実験材料 
 パントテン酸ナトリウム、Hydrogen peroxide (H2O2)、MTT、マイヤーヘマトキシリン溶液、
およびエオシン Y は和光純薬工業 (大阪) より購入した。PAHsの混合物である DPEはアメ
リカ国立標準技術研究所 (National Institute of Standards and Technology, NIST) (MD, USA) 
から Standard reference material (SRM) 1975 として購入した。Ambion®  Cells-to-CT™ 
TaqMan®  Kits、TaqMan®  Fast Universal PCR Master Mix、および Pierce™ BCA、Protein Assay 
Kit、Alamar Blue® 、Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG(H+L)、FITC rabbit anti-mouse IgG(H+L)
は Thermo Fisher Scientific (東京) より購入した。DCFDA は Calbiochem (CA, USA) から購入
した。腫瘍壊死因子-α (Tumor necrosis factor-α, TNF-α) ELISA kitは R&D Systems (MN, USA) 
から購入した。M.E CRYO COMPOUND はマイクロエッジ  (大阪 ) より購入した。
Fluorescein–5-thiosemicarbazide (5-FTSC) は Anaspec (CA, USA) から購入した。Hoechst33258
は同仁化学  (熊本 ) から購入した。マリノールは武藤化学  (東京 ) から購入した。
Polyoxyethylenesorbitan monolaurate は Sigma-Aldrich (MO, USA) から購入した。Anti-AHR 
mouse monoclonal IgG antibody (A-3) および anti-Nrf2 rabbit monoclonal IgG antibody (H-300) 
は Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) から購入した。Can Get Signal® Immunoreaction 
Enhancer Solution Solution 1 は東洋紡 (大阪) から購入した。 
 
1-2. 細胞培養 
 NHEKs は倉敷紡績 (大阪) より購入し、HuMedia KG2 培地 (倉敷紡績) を用いて 37˚C、
5%CO2環境下で培養した。また、RHEEsはEpiskinTM large model (EpiskinTM –LM, EPISKIN) を
購入し、附属の培地を用いて 37˚C、5%CO2環境下で培養した。 
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1-3. DPE 曝露後の細胞傷害 
 NHEKsは所定濃度の PAと EDCEP、および DPE (5 mg/mL) を含有した培地で 24時間処
理した。その後、0.2 mg/mLのMTT を含有する培地で 1時間培養し、培地を除去した。MTT
の還元によって生成した細胞内のブルーホルマザンはイソプロパノールで抽出し、吸光度 
(Abs. 550nmと Abs. 650 nmの差) を測定することで定量した。細胞生存率は、試験試料およ
び DPE未処理細胞 (NC) を 100とした Index (%) で表した。 
 
1-4. mRNA発現の定量 (Real-time RT-PCR 法) 
 NHEKsは所定濃度の PAと EDCEP、およびDPE (5 mg/mL) あるいはH2O2 (500 μmol/L) を
含有した培地で所定の時間処理をした。NHEKs から総 RNA を抽出後、Ambion®  
Cells-to-CT™ TaqMan®  Kitsを用いて cDNAを作成した。Real-time RT-PCRは TaqMan®  Fast 
Universal PCR Master Mixを用いて Step One PlusTM Real-time PCR systemを使用して行った。
Thermo Fisher Scientific から入手したプライマーのアッセイ IDは Table 2 に示した。 
 
Table 2 プライマーのアッセイ ID 






Cyclophillin PPIA control mix 
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1-5. DPE あるいは H2O2曝露後の細胞内 ROS レベル 
 NHEKsは所定濃度の PAと EDCEP を含有した培地で 24時間プレ処理をした後、DCFDA
を含有した HBSS(-)で 45 分間インキュベーションすることにより、細胞内に DCFDA を取
り込ませた。その後、DPE (5 mg/mL) あるいは H2O2 (500 μmol/L) を含有した HBSS(-)を 1
時間曝露した。NHEKs は Triton X-100含有 PBS(-)で細胞を溶解し蛍光強度 (Ex. 485 nm/ Em. 




1-6. DPE あるいは H2O2 曝露後の炎症性サイトカイン TNF-α の定量 (ELISA
法) 
 NHEKsは所定濃度の EDCEPを含有した培地で 24時間プレ処理をした後、DPE (5 mg/mL) 
あるいは H2O2 (500 μmol/L) を含有した HBSS(-)を 1時間曝露した。その後、EDCEP を含有
した新鮮な培地でさらに 48時間ポスト処理をした。培地中に分泌された TNF-αは、市販の
ELISA キットを用いて定量した。同時に、BCA Protein Assay Kit を用いて細胞のタンパク質
量を定量することで、単位タンパク質当たりの TNF-α分泌量として表した。 
 
1-7. RHEEs における DPE 曝露後の細胞傷害 
 RHEEs は入荷後、附属の培地で 24 時間馴化を行った。その後、新鮮な培地に交換し、
1%EDCEP 含有製剤およびプラセボ製剤を RHEEs の角層側から適用し、48 時間培養した。
RHEEs を洗浄後、10% Alamar Blue® 含有培地で 2 時間培養した。Alamar Blue® によって
RHEEs から培地中に放出された蛍光 (Ex.544 nm/Em.590 nm) を測定した。細胞生存率は、
プラセボ製剤を適用した DPE 未曝露の RHEEs に対する Index (%) で表した。 
 








1-8-2. 組織の形態評価 (HE 染色) 
 組織切片はアセトンに 2分間固定後、ヘマトキシリン溶液で 15分、0.5%エオシン溶液で
10 分間染色を行い、包埋後に顕微鏡で観察した。 
 
1-8-3. 酸化タンパク質の評価 (5-FTSC 染色) 
 組織切片は 0.5 μmol/L 5-FTSC 含有 100 mmol/L 2-morpholinoethane sulphonic acid (MES) 緩
衝液 (pH 5.5) で 15分間染色を行うことで Carbonylated proteins (CPs) を染色した [48]。包
埋した後、CPsは蛍光顕微鏡 (Ex.492 nm/Em.516 nm) で観察した。さらに、CPsに由来する
蛍光強度は Adobe® Photoshop 7.0.1.を用いて輝度解析を行い、プラセボ製剤を適用した DPE
未曝露の RHEEs に対する Index (%) で表した。 
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1-9. 免疫染色と共焦点レーザー顕微鏡による観察 
 NHEKs はガラスボトムディッシュに播種した。AHR 染色に対しては、所定濃度の PA と
EDCEP を含有した培地で 24 時間プレ処理をした後、DPE (5 mg/mL)を含有した HBSS(-)を 1
時間曝露した。その後、PA と EDCEP を含有した新鮮な培地でさらに 3 時間ポスト処理を
した。Nrf2染色に対しては、所定濃度の EDCEP を含有した培地で 6時間処理をした。 
 NHEKs は冷メタノールで 10 分間固定した後、1%BSA 含有 0.1% Polyoxyethylenesorbitan 
monolaurate PBS(-) (PBS-T) で 1時間ブロッキングを行った。NHEKsは 1次抗体として、抗
AHR抗体 (1:100) あるいは抗 Nrf2 抗体 (1:100) を Can Get Signal® Immunoreaction Enhancer 
Solution Solution 1 で希釈した溶液にて 4˚C で一晩インキュベーションをした。NHEKs は
PBS(-)にて洗浄後、PBS-T で希釈した 2次抗体溶液にて室温で 1.5時間インキュベーション
をした。その後、1 μg/mL Hoechst33258 含有 PBS(-)にて室温で 5分間インキュベーションを
することで細胞核を染色した。免疫染色を行った NHEKsは、共焦点レーザー顕微鏡を用い
て観察した (AHR or Nrf2: Ex. 493 nm/ Em. 517 nm, Hoechst: Ex. 353 nm/ Em. 465 nm)。 
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1-10. 細胞内 GSH レベル 
 NHEKs は所定濃度の EDCEP を含有した培地で 48 時間プレ処理をした。総 GSH 量は、




1-11. 遺伝子のノックダウン (RNA干渉法) 
 NHEKsは 1.0×104 cells/wellの密度で 24 well plateに播種し、Nrf2の siRNA (siNrf2) および




 データはmeans ± S.D.で表し、統計解析は2群比較に対してはStudentの t検定 (Microsoft 
Excel 2010) を、3群以上の比較に対しては Tukey検定 (IBM SPSS ver. 1.7) を行い、p値 0.05
未満 (*p<0.050) および p値 0.01未満 (**p<0.010) を統計学的に有意差ありとした。 
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第 2節 結果 
2-1. DPE 曝露後の細胞傷害 
 予備検討の結果より、PA および EDCEP は細胞生存率の低下が認められない最大濃度で
ある 5 mmol/L および 1mmol/L をそれぞれ最高濃度として、また DPE は曝露後におおよそ
60%生存率となる 5 mg/mLを曝露濃度と設定して、第 2章の一連の検討を行った。 
NHEKs の細胞生存率は DPE 曝露により 60%程度まで有意に減少した。DPE 曝露による
細胞生存率の低下は PAおよび EDCEPをプレ処理することで改善し、PA処理濃度 2.50~5.00 
mmol/L および EDCEP は処理濃度 0.13~1.00 mmol/L 全ての濃度域において NC と比較して
有意に細胞生存率が上昇した (Fig. 1-3)。以上より、DPEによる細胞傷害に対して、NHEKs




Figure 2-3  Recovery of DPE-induced cell toxicity in NHEKs treated with PA or with EDCEP. 
NHEKs were treated with PA or EDCEP with or without DPE for 24 h. 
Cell viabilities were evaluated by the MTT assay and are expressed as fold index (%) compared with 
the NC without DPE. Results are expressed as means±S.D. (n = 4). Significance; **p < 0.010 
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2-2. DPE 曝露後の AHRシグナル経路に対する影響 
2-2-1. DPE 曝露後の CYP1A1 mRNA発現 
 AHR のリガンドである PAHsは、これまでに NHEKsにおける CYP1A1遺伝子の過剰発現
を誘導することが報告されている [42]。今回大気汚染物質のモデル化合物として用いた
DPE の構成成分は PAHsの混合物であることから、PAおよび EDCEP が AHR シグナル経路
に干渉することで DPE曝露による CYP1A1過剰誘導を抑制するか評価を行った。その結果、
DPE 曝露によって CYP1A1 mRNA 発現は有意に増加した。DPE 曝露による CYP1A1 mRNA
発現の増加は PAおよび EDCEP を処理することで抑制され、PA処理濃度 2.5~5.0 mmol/Lお




Figure 2-4  Inhibition of DPE-induced cytochrome P450, family 1, member A1 (CYP1A1) 
up-regulation in NHEKs treated with PA or EDCEP. 
NHEKs were treated with PA or EDCEP with or without DPE for 24 h then subjected to Real-time 
RT-PCR analysis. CYP1A1 mRNA expression level normalized for cyclophillin mRNA expression 
is expressed as fold induction compared with NC. Results are expressed as means±S.D. (n = 4). 
Significance; **p < 0.010 
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2-2-2. DPE 曝露後の AHR核内移行に対する影響 
 PA および EDCEP が AHR シグナル経路に対するメカニズムを明らかにするために、次に
著者は DPE曝露後の AHR の核内移行を評価した。その結果、NHEKsに対して DPE を曝露
することで、細胞質に存在していた AHR 由来の緑色の蛍光は核内へと移行し、細胞核由来
の青色の蛍光の局在と一致したことから、DPE曝露が AHRの核内移行を促進させることが
明らかとなった。このとき、PA を処理した細胞では DPE 曝露による AHR 核内移行に対す
る影響は認められなかったが、EDCEP を処理することで DPE 曝露によっても AHR は細胞
質に局在していたことから、EDCEP は AHR の核内移行を阻害することが確認された (Fig. 
2-5)。 
  




Figure 2-5  Influence of PA and of EDCEP on AHR translocation in NHEKs after exposure to 
DPE. 
NHEKs were treated with or without EDCEP for 24 h, and then were exposed to DPE for 1 h. 
NHEKs were further incubated with or without EDCEP for 3 h, after which the distribution of AHR 
labeled by immunostaining was observed by confocal laser scanning microscopy. Scale bars: 20 mm. 
Green; AHR, Blue; nucleus. 
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2-3. DPE あるいは H2O2曝露後の細胞内 ROS レベル 
 CYP1A1を含むAHRシグナル経路の活性化は細胞内ROSレベルを上昇させることが知ら
れていることから、著者は PA および EDCEP の DPE 曝露後の細胞内 ROS レベルに対する
作用を評価した。PAおよび EDCEP で NHEKs を 24時間プレ処理した後、DCFDA で処理し
て DCFDA を取り込ませた。その後、DPE あるいは H2O2曝露による細胞内 ROS レベルの
変化を確認した。その結果、EDCEP のみが DPE 曝露により誘導される ROS レベルの上昇
を有意に抑制した。さらに、一般的に細胞内 ROS レベルを上昇させることが知られている
酸化ストレス誘導剤 H2O2曝露に対する影響も同様に評価したところ、EDCEP のみが H2O2
曝露により誘導される ROS レベルの上昇を有意に抑制した。一方で、PA は ROS レベルを








Figure 2-6  Influence of PA and of EDCEP on intracellular ROS levels of NHEKs after 
exposure to DPE or H2O2. 
NHEKs were treated with or without PA or EDCEP for 24 h. Cells preloaded with DCFDA were 
exposed to DPE or H2O2 for 1 h. Intracellular ROS levels were then quantified. ROS levels are 
expressed as fold index (%) compared with NC without DPE or H2O2. Results are expressed as 
means±S.D. (n = 4). Significance; *p< 0.050, **p < 0.010 
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2-4. DPE あるいは H2O2曝露後の炎症性サイトカイン TNF-α 分泌 
 次に DPE 曝露後に NHEKs から分泌されるサイトカインについて検討を行った。著者は
細胞内 ROSレベル上昇により分泌が亢進される炎症性サイトカインで、さらに細胞内 ROS
レベルの上昇にも関係する TNF-αに着目をして [50-51]、EDCEPの抗炎症作用を評価した。
DPE および H2O2曝露は NHEKs の TNF-α 分泌を有意に上昇させた。また、EDCEP の処理






Figure 2-7  TNF-α secretion from NHEKs treated with EDCEP after DPE or H2O2 exposure. 
NHEKs were treated with or without EDCEP for 24 h, and then exposed to DPE or H2O2 for 1 h. 
NHEKs were further incubated with or without EDCEP for 24 h. TNF-α secretion into the medium 
was quantified using an ELISA kit. Results are expressed as means±S.D. (n = 4). Significance; *p < 
0.050, **p < 0.010  
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2-5. 細胞内抗酸化システムに対する影響 
2-5-1. 細胞内抗酸化システム関連遺伝子の mRNA発現 
 PA および EDCEP の作用をより詳細に明らかにするために、Nrf2 シグナル経路に関連す
る遺伝子を評価した。PA および EDCEP で処理した NHEKs を用いて Nrf2 とその下流に存
在する γ-GCS および HO-1、NQO1 について評価を行った。その結果、EDCEP は 3 時間お
よび 6 時間処理ともに、Nrf2 および γ-GCS、HO-1、NQO1 を有意に増加させたが、一方で
PAではいずれの時間でもこれ mRNAの発現増加は認められなかった (Fig. 2-8)。 
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Figure 2-8  Induction of mRNA expression levels of factors related to the intracellular defense 
system. 
NHEKs were treated with or without PA or EDCEP for 3 or 6 h then were subjected to Real-time 
RT-PCR analysis. a–d) Nrf2 mRNA expression, e–h) g-GCS mRNA expression, i–l) HO-1 mRNA 
expression, and m–p) NQO1 mRNA expression. a-b, e-f, i-j, m-n) mRNA expression after PA 
treatment and c-d, g-h, k-l, o-p) mRNA expression after EDCEP treatment. a, c, e, g, i, k, m, o) 
mRNA expression after 3 h treatment and b, d, f, h, j, l, n, p) mRNA expression after 6 h treatment. 
mRNA expression levels were normalized for cyclophillin mRNA expression and are expressed as 
fold induction compared with NC. Results are expressed as means±S.D. (n = 4). Significance; *p < 
0.050, **p < 0.010  
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2-5-2. 細胞内 GSH レベルに対する影響 
 EDCEP は Nrf2 シグナル経路を活性化し、GSH合成の律速酵素 γ-GCS の mRNA発現も増
加させたことから、次に EDCEP の細胞内 GSH 合成に対する作用を評価した。その結果、
細胞内 GSH 合成は EDCEP 処理によって増加し、EDCEP 処理濃度 0.50~1.00 mmol/Lでは有




Figure 2-9  Intracellular GSH levels in NHEKs treated with or without EDCEP. 
NHEKs were treated with or without EDCEP for 48 h. Total GSH levels of lysates of NHEKs were 
quantified using the GSH reductase recycling assay. Results are expressed as means±S.D. (n = 4). 
Significance; **p < 0.010 
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2-6. Nrf2 シグナル経路に対する影響 
2-6-1. Nrf2 シグナル経路に対する影響への検証実験 
 DPE曝露による EDCEP の細胞傷害緩和作用が Nrf2 シグナル経路の活性化を介したもの
かを明らかにするために、著者は siNrf2 のトランスフェクションにより Nrf2 を KD した
NHEKsを用いてEDCEPの作用を検証した。siNrf2を導入した細胞のNrf2発現はおよそ 30%
程度まで有意に低下した (Fig. 2-10a)。また、siNC導入細胞において EDCEP は DPE曝露後
の細胞傷害に対する緩和作用を示したが、siNrf2導入細胞ではその緩和作用は消失した (Fig. 
2-10b, c)。さらに、siNC導入細胞において細胞内 GSHの合成促進作用は認められたが、
siPPARγ導入細胞では GSH 合成促進作用は認められなかった (Fig. 2-10d, e)。 
  





Figure 2-10  Effects of EDCEP on intracellular GSH level in Nrf2 knockdown NHEKs. 
NHEKs were transfected with siNrf2 or with an siRNA to a random sequence (siNC). a) mRNA 
expression levels of Nrf2 in siNC or siNrf2 transfected NHEKs, b–c) Recovery of DPE-induced cell 
toxicity in siNC or siNrf2 transfected NHEKs treated with EDCEP. NHEKs were treated with 
EDCEP with or without DPE for 24 h after transfection. Cell viabilities were evaluated by the MTT 
assay and are expressed as fold index (%) compared with the NC without DPE. Results are 
expressed as means S.D. (n = 4). d-e) intracellular GSH levels from siNC or siNrf2 transfected 
NHEKs treated with EDCEP. NHEKs were treated with or without EDCEP for 48 h after 
transfection. Total GSH levels of lysates of NHEKs were quantified using the GSH reductase 
recycling assay. Results are expressed as means±S.D. (n = 4). Significance; *p< 0.050, **p < 0.010 
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2-6-2.  Nrf2 核内移行に対する影響 
 Nrf2シグナル経路を活性化することで、EDCEP は DPE曝露による細胞傷害を緩和するこ
とが示唆されたことから、Nrf2シグナル経路を活性化の最初の応答である Nrf2 核内移行を
評価した。NHEKsに対して EDCEP を 6時間処理することで、細胞質に存在していた Nrf2
由来の緑色の蛍光は核内へと移行し、細胞核由来の青色の蛍光の局在と一致したことから、
EDCEP が Nrf2 の核内移行を促進させることが明らかとなった (Fig. 2-11)。 
 これらの結果を総合すると、EDCEP は酸化ストレスに対して Nrf2 シグナル経路の活性化
を介して細胞内抗酸化システムを増強することが示唆された。 
  




Figure 2-11  Influence of EDCEP on the nuclear translocation of Nrf2 in NHEKs. 
NHEKs were treated with or without EDCEP for 6 h. The distribution of Nrf2 labeled with 
immunostaining was then observed by confocal laser scanning microscopy. Scale bars: 20 mm. 
Green; Nrf2, Blue; nucleus. 
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2-7. RHEEs における DPE 曝露後の CPs レベル 
 最後に、皮膚表面から曝露された大気汚染物質の影響を確認することを目的として、
RHEEs を用いて検討を行った。試験試料として角層側から 1%EDCEP 配合製剤あるいはプ
ラセボ製剤を適用した。また、これらの条件に対して DPE 曝露群と未曝露群を設け、48時
間培養した後、RHEEs の細胞生存率と CPs レベルに対する作用を評価した。プラセボ製剤




RHEEs では DPE 曝露によって CPsレベルの顕著な上昇が認められたが、1%EDCEP 配合製
剤を適用した RHEEs では CPsレベルの上昇は認められなかった (Fig. 2-12b)。また、CPsレ
ベルを輝度解析により数値化したところ、これらの結果を反映してプラセボ製剤を適用し
た RHEEs での DPE 曝露による CPs レベルの有意な上昇と、DPE 曝露群では 1%EDCEP 配
合製剤を適用した RHEEsでの CPsレベルの有意な抑制が認められた (Fig. 2-12c)。 
以上のことから、角層をはじめとした皮膚三次元構造を有する RHEEsにおいても NHEKs
単層培養系と同様にして EDCEP 処理によって DPE 曝露後の細胞傷害と酸化ストレスが緩
和されることが明らかとなった。 
  




Figure 2-12  Changes in RHEEs treated with a Placebo or 1% EDCEP with or without DPE. 
RHEEs were treated topically with a Placebo or with 1% EDCEP for 48 h with or without 
DPE. 
a) Viabilities were evaluated by the Alamar Blue1 assay and are expressed as fold index (%) 
compared with RHEEs treated with the Placebo without DPE. b) Histology of RHEEs treated with 
the Placebo or with 1% EDCEP with or without DPE was observed by confocal laser scanning 
microscopy. Scale bar: 20 mm. HE stain (blue; nucleus, red; cytosol or SC), 5-FTSC stain (green; 
CPs) c) CPs levels were quantified by image analysis of the fluorescence intensity of 5-FTSC stain. 
Results are expressed as means±S.D. (n = 3). Significance; *p < 0.050, **p < 0.010 
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第 3節 考察 
 近年、DPE を含む環境汚染の原因物質が、皮膚の老化やアトピー性皮膚炎といった皮膚
の機能不全をもたらすと報告され始めている [6, 41, 52-55]。本章の結果より大気汚染物質
のモデル化合物であるDPEの主要構成因子である PAHsは CYP1A1のmRNA発現を著しく
誘導し、また AHRシグナル経路を通じて NHEKsにおける細胞内 ROS レベルを上昇させる
ことが明らかとなった。ROSおよび ROS により誘導される炎症応答は様々な皮膚トラブル
のトリガーとなることが報告されている [10]。さらに、ROS もまた CYP1A1 の発現を上昇





化される AHR シグナル経路による CYP1A1 と ROS の産生を抑制することは皮膚のホメオ
スタシスを維持する上で非常に重要と考えられる [45]。 
 本章では、DPE によって活性化される AHR シグナル経路における PA とその誘導体
EDCEP の作用について、CYP1A1と ROS の産生に注目して評価を行った。最初に、著者は
DPE 曝露による細胞傷害に対して、PA と EDCEP が顕著な緩和作用を示すことを見出した 
(Fig. 2-3)。また、CYP1A1発現はDPEによりおおよそ 30倍程度まで上昇するが、PAとEDCEP
はこの過剰誘導を有意に抑制することが示された (Fig. 2-4)。これらから PAと EDCEP 両化
合物は DPE による細胞傷害を緩和することが明らかとなった。事実、EDCEP は DPE によ
って誘導される AHR の核内移行を阻害する (Fig. 2-5) ことから、EDCEP は DPE によって
誘導される CYP1A1 に対して AHRシグナル経路依存的に制御していることが示唆される。 
 さらに、DPEは NHEKs における細胞内 ROS レベルを上昇させるが、過剰な ROS 産生に
対して EDCEPは抑制的に作用する一方で PAによる抑制作用は認められなかった (Fig. 2-6)。
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 そこで著者は EDCEP の抗酸化作用とそのメカニズムに注目をした。炎症性サイトカイン
である TNF-αは ROS産生に付随する炎症応答に関与することが知られている [50]。EDCEP
の抗酸化作用を検証するために、DPEあるいは H2O2によって誘導される TNF-α分泌に対す
る作用を評価した。その結果、EDCEP は DPE あるいは H2O2によって誘導される TNF-α分
泌を抑制することが明らかになり (Fig. 2-7)、さらに RHEEsにおいては DPE による CPsレ





 通常、ROS に対する細胞内抗酸化システムは、抗酸化剤や GSH やカタラーゼのような酵
素によって担われている。これらの因子は Nrf2 シグナル経路の下流に存在していることか
ら、我々は Nrf2 mRNA 発現に対する EDCEP の作用を評価し、Nrf2発現を増加させること
を見出した (Fig. 2-8)。Nrf2 の活性化は PAHs 曝露による細胞傷害を緩和することが報告さ
れている [59-60]。EDCEP の作用メカニズムについて、さらに詳細に検討するために Nrf2
シグナル経路の下流に存在する γ-GCS および HO-1、NQO1 の mRNA 発現に対する作用も
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検討した結果、いずれも濃度依存的な発現の増加が認められ (Fig. 2-8)、GSH 合成に対して
も促進作用を示す事が明らかとなった (Fig. 2-9)。さらに、Nrf2 を KDした細胞においてこ
れら EDCEP の作用は消失することが確認され (Fig. 2-10)、また EDCEP は Nrf2 の核内移行
も促進することが確認された (Fig. 2-11)。 






Figure 2-12  Scheme showing the anti-pollution effects of EDCEP : involvement of Nrf2 
activation 
AHR; Aryl hydrocarbon receptor, CYP1A1; Cytochrome P450 family 1 subfamily A polypeptide 1,  
ROS; Reactive oxygen species, CPs; Carbonylated proteins, EDCEP; 2,4-Dicarboethoxy 
pantothenate, Nrf2; nuclear factor E2-related factor 2, γ-GCS; γ-Glutamyl cysteine synthase, HO-1; 
Heme oxygenase-1, NQO1; Quinone oxidoreductase-1, GSH; Glutathione 
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第 4節 小括 
 第 2章の結果より、EDCEP は DPE曝露による AHR シグナル経路の活性化と CYP1A1発
現の亢進を抑制することで細胞傷害の緩和作用を示すことを明らかとした。さらに、EDCEP
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て制御されており、Natural moisturizing factor (NMF) [61] およびに角層細胞間脂質のラメラ





皮膚で実施された研究によれば、角層から抽出した IL-1ra/ IL-1α比の上昇が報告されている 
[7]。また、低湿度環境下においては IL-1α の分泌が亢進することが報告されている [64]。











である。 IL-1α が真皮マトリックスの構成成分であるコラーゲンの分解酵素 (Matrix 
metalloproteinase-1, MMP-1, Collagenase) 産生を誘導することが知られていることから、
IL-1α の産生は真皮マトリックス構造の変性を伴うシワ形成を加速すると報告されている 
[67]。しかしながら、現在化粧品業界においては動物実験が禁止されていることから、皮膚
の乾燥と ROS の生成、さらに IL-1α を介したシワ形成の関係を客観的に証明することは困
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第 1節 実験方法 
1-1. 実験材料 
 顆粒状の塩化カルシウムは国産化学 (東京) より購入した。アンプル管はマルエムより購
入した。Alamar Blue®  および Pierce™ BCA、Protein Assay Kitは Thermo Fisher Scientific (東
京) より購入した。プロテインアレイキット Biotin label-based Human Obesity Antibody Array1
は RayBiotech (GA, USA) から購入した。マイヤーヘマトキシリン溶液およびエオシン Y は
和光純薬工業 (大阪) より購入した。5-FTSC は Anaspec (CA, USA) から購入した。M.E 
CRYO COMPOUND はマイクロエッジ (大阪) より購入した。IL-1α ELISAキットおよび抗




 NHDFs は倉敷紡績  (大阪) より購入し、  5% Fetal bovine serum (FBS) を含有した
Dulbecco's modified eagle medium (DMEM) 培地 (Thermo Fisher Scientific) を用いて 37˚C、
5%CO2環境下で培養した。また、RHEEsは EpiskinTM-LM (EPISKIN) を購入し、附属の培地
を用いて 37˚C、5%CO2環境下で培養した。 
  




の塩化カルシウムを充填したアンプル管を予め乾熱滅菌した後、12 well plate に配置した
RHEEs上部に閉塞状態で設置した (Fig. 3-1a)。また、アンプル管とRHEEsを培養する 12 well 
plateの接続部位は白色ワセリンを用いて密閉した (Fig. 3-1b)。各々の RHEEsの表面湿度は
塩化コバルト紙の色調変化を目安に予め検討した [68]。各アンプル管の湿度は飽和無機塩
溶液により調整した。すなわち、20°C の環境下では K2SO4 : 97%, NaCl : 75%およびMgCl2 : 




Figure 3-1  A CaCl2-filled ampoule for preparation of dry conditions at the surface of RHEEs. 
These images show the CaCl2-filled ampoule used in the study. 
(a) Details about each part of the CaCl2-filled ampoule loaded on a RHEEs. (b) RHEEs with the 
CaCl2-filled ampoule cultivated in 12 well plates. The name of each part is as follows, 1: culture 
well, 2: culture insert, 3: RHEEs, 4: medium, 5: RHEEs culture kit (1–4), 6: ampoule, 7: CaCl2 
(desiccant), 8: cotton plug, 9: small culture insert, 10: silicon tube, 11: CaCl2-filled ampoule (6-10), 
12: culture plate cover, 13: through hole and 14: vaseline. 




Figure 2  Humidity measurement in the loaded CaCl2-filled ampoule. Humidity in the loaded 
CaCl2-filled ampoule was measured. 
(a) Details about each part of the humidity measurement device based on the dry instrument. The 
name of each part is as follows, 1: ampoule, 2: saturated solution of standard or CaCl2, 3: small 
culture insert, 4: culture insert, 5: silicon tube, 6: mesh, 7: CoCl2 paper and 8: slide glass. (b) CoCl2 
papers in loading CaCl2 and standard solution-filled ampoules 
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1-4. 乾燥刺激条件下での RHEEs の培養 
RHEEs を 24時間馴化した後、NC として通常培養を継続した RHEEsおよび乾燥刺激装置
を設置した RHEEsを準備した。試験期間中、附属の維持培地で毎日に培地交換を行い、37˚C、
5%CO2環境下で 6日間培養した。RHEEs を洗浄後、10% Alamar Blue® 含有培地で 2時間培
養した。Alamar Blue® によって RHEEs から培地中に放出された蛍光 (Ex.544 nm/Em.590 nm)









1-5-2. 組織の形態評価 (HE 染色) 
 組織切片はアセトンに 2分間固定後、ヘマトキシリン溶液で 15分、0.5%エオシン溶液で
10 分間染色を行い、包埋後に顕微鏡で観察した。 
 
1-5-3. 酸化タンパク質の評価 (5-FTSC 染色) 
 組織切片は 0.5 μmol/L 5-FTSC 含有 100 mmol/L MES 緩衝液 (pH 5.5) で 15分間染色を行
うことで CPsを染色した。包埋した後、CPsは蛍光顕微鏡 (Ex.492 nm/Em.516 nm) で観察し
た。 
  
 69 / 92 
 
1-6. 分泌型因子の網羅的解析 (Protein Array 法) 
 乾燥刺激から 24 時間後までの培養上清を回収し、市販のプロテインアレイキット Biotin 
label-based Human Obesity Antibody Array1 (RayBiotech) を用いて、付属のプロコルに従って
実施した。 
 
1-7. 炎症性サイトカイン IL-1αの定量 (ELISA法) 
 乾燥刺激から 7日目までの培養上清を経時的に回収した。培養上清中に分泌された IL-1α
は、市販の ELISA キットを用いて定量し、RHEEsごとの放出量の積算値として表した。 
 
1-8.  真皮マトリックスの分解酵素 MMP-1 の定量 (ELISA法) 
 48時間乾燥刺激装置を設置した RHEEsの培養上清を NHDFsに 4日間処理した。NHDFs
培養上清中に分泌された MMP-1 は、抗ヒト MMP-1 抗体 (AF-901) および抗ヤギ IgG-HRP





 データはmeans ± S.D.で表し、統計解析は2群比較に対してはStudentの t検定 (Microsoft 
Excel 2010) を、3群以上の比較に対しては Tukey検定 (IBM SPSS ver. 1.7) を行い、p値 0.05
未満 (*p<0.050) および p値 0.01未満 (**p<0.010) を統計学的に有意差ありとした。 
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第 2節 結果 






率への影響は認められなかった (Data not shown)。 
 
2-2. 乾燥刺激装置を設置した RHEEs の組織学的変化 
 乾燥刺激装置の設置による影響を明らかにするために、組織学的評価を実施した。乾燥
刺激装置を設置した RHEEs では、ヘマトキシリン-エオシン染色により組織の委縮傾向が認
められた (Fig. 3-3a, b)。さらに、乾燥刺激装置の設置した RHEEs とヒト皮膚との整合性を
確認するために、RHEEs の CPs を染色した。乾燥刺激装置を設置せずに培養した RHEEs
の Stratum corneum (SC) では CPs由来の蛍光は観察されなかったが、乾燥刺激装置を設置し
た RHEEsでは明らかな CPs由来の蛍光が観察された (Fig. 3-3c, d)。 
  




Figure 3-3  Histology of RHEEs after cultivation under dry conditions. 
Representative histology of RHEEs without the CaCl2-filled ampoule (a, c) and RHEEs with the 
CaCl2-filled ampoule (b, d). A representative image of each staining is shown (a, b: HE, c, d: CPs). 
Scale bar: 50 μm. 
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2-3. 乾燥刺激装置を設置した RHEEs から分泌される因子の網羅的解析 
 乾燥刺激装置の設置による RHEEs に対する影響を明らかにするために、乾燥刺激装置設
置 24時間後の培養上清をプロテインアレイに供し、分泌型サイトカインあるいはタンパク
質の同定を行った。乾燥刺激装置の設置により RHEEsから以下の因子の分泌増加が認めら
れた：IL-1α、IL-1ra、および Interleukin-8 ( IL-8)、Matrix metalloproteinase-9 (MMP-9)、Vascular 
endothelial growth factor (VEGF)、Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF)、Insulin-like 
growth factor-binding protein-2 (IGFBP-2)、Insulin-like growth factor -binding protein-3 (IGFBP-3)、
Galectin-1、Cystatin-C (Cys-C)、Fibroblast growth factor-6 (FGF-6)、Osteoprotegerin (OPG)、 
Glucagon (Glc)、Thrombospondin-4 (TSP4) (Fig. 3-5)。 
  






Figure 3-5  Secretion profiles of cytokines and proteins. 
To identify cytokines and proteins secreted from RHEEs cultured under each condition, mixtures of 
conditioned media from 3 different RHEEs after 24 h culture were examined by the Biotin 
Label-based Human Obesity Antibody Array 1 kit. Array images are shown in (a) RHEEs without 
the CaCl2-filled ampoule and (b) RHEEs with the CaCl2-filled ampoule. The array map is shown in 
(c). 
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2-4. 乾燥刺激装置を設置した RHEEs のからの IL-αの分泌 
乾燥刺激装置の設置による RHEEsに対する影響を明らかにするために、乾燥刺激装置設
置から 7日目までの培養上清中に分泌された IL-1αについて検討した。その結果、乾燥刺激
後、9 時間から 24 時間の間に IL-1α の分泌亢進が認められた。24 時間以降では IL-1α 分泌





Figure 3-4  Time-dependent profile of IL-1α secretions in RHEEs after cultivation under dry 
conditions. 
RHEEs were cultivated under dry conditions for 6 days. IL-1α secretions into the medium were 
quantified using ELISA kit. Results are expressed as means±S.D. (n=3). Significance; **p < 0.010 
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分泌される MMP-1 量の変化を評価した。乾燥刺激装置を設置せずに培養した RHEEs の培
養上清を処理した NHDFs からのMMP-1分泌量は 4.7 ng/μg proteinであったが、乾燥刺激装
置を設置したRHEEsの培養上清を処理したNHDFsからのMMP-1分泌量は 5.5 ng/μg protein






Figure 3-6 MMP-1 secretion from fibroblasts cultured with conditioned media of RHEEs. 
NHDFs were cultured for 48 h with conditioned media from RHEEs cultured for 4 days with or 
without a CaCl2-filled ampoule. MMP-1 secreted into the medium was quantified using a sandwich 
ELISA system. Control: conditioned medium from RHEEs without the CaCl2-filled ampoule, dry: 
conditioned medium from RHEEs with the CaCl2-filled ampoule. Results are expressed as 
means±S.D. (n=3). Significance; *p < 0.050 
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RHEEsの表面を低湿度環境に制御することで in vivoヒト乾燥皮膚を再現した in vitro乾燥表
皮モデルを使用して検討を行った。 
これまでに、低湿度環境下に曝された乾燥皮膚由来の角層中では IL-1ra /IL-1α比率が増加
すると報告されている [7]。これには、乾燥性皮膚での炎症性サイトカイン IL-1α の過剰分
泌と、この IL-1α分泌を阻止するために IL-1ra産生が亢進されるものと解釈されている [64]。
一方、乾燥刺激装置を設置した RHEEsは、IL-1αの分泌亢進が確認され、in vivoヒト角層で
起こる現象との整合性が得られた。さらに、冬季乾燥皮膚において報告されている角層 CPs
の増加も [7]、乾燥刺激装置を設置した RHEEs の組織内の CPs の増加と良好な一致が確認
された。 
これらの結果は、in vitro乾燥表皮モデルが in vivoヒト乾燥皮膚で観察されている現象と
類似していることを示唆しており、この乾燥モデルを用いて真皮マトリックスに変化に由
来する皮膚老化との関連性した議論を行うことは妥当であると考えられた。 
in vitro乾燥表皮モデルから分泌される因子として IL-1αおよび IL-1ra、IL-8、MMP-9、VEGF、
M-CSF、IGFBP-2、IGFBP-3、Galectin-1、Cys-C、FGF-6、OPG、Glc、TSP4の分泌増加が確
認された。In vitro乾燥表皮モデルの組織内 CPsの上昇は、乾燥刺激による ROS の産生亢進
に由来していることが考えられ、MMP-9の分泌亢進においても ROS の関与が報告されてい
る。CPs はこれまで記載したように ROS と脂質との酸化反応により生成されるカルボニル
化合物とタンパク質のアミノ酸残基により開始される酸化タンパク質の一種である [69]。
以上の結果から、乾燥組織内では ROS 産生が亢進されたと示唆される。 
 真皮マトリックスの約 70 %を構成するコラーゲン線維は合成と分解のバランスを保つこ






NHDFs に処理することで、NHDFs からのコラーゲン分解酵素 MMP-1 の分泌を評価した。
その結果、in vitro乾燥表皮モデルの培養上清を処理した NHDFsから分泌される MMP-1の




ても支持されている。通常、IL-1α および VEGF、ROS は MMP-1 産生を促進することが報
告されている [67, 70]。今回、プロテインアレイによって増加が確認された因子のなかに
MMP-1 産生を促進する IL-1α と VEGF が含まれていたことから、これらの因子を介して
NHDFsからのMMP-1分泌が増加した可能性が示唆された。さらに、IL-1αは好中球走化因
子である IL-8 を誘導することが報告されている [71]。したがって、IL-8 の誘導は好中球の
真皮への浸潤を促進することで、真皮エラスチンファイバーを分解およびデコリン分解を
介したコラーゲンの MMP-1 による分解能の上昇に関与する可能性が考えられる。加えて、
MMP-2 や MMP-9 は皮膚基底膜の構成成分であるラミニン 5、タイプ IV およびタイプ VII
コラーゲンを分解することが報告されている [72]。 
 以上の結果から、皮膚の乾燥は皮膚内部において ROS 産生を亢進し、その結果、真皮構
成成分の分解を亢進することにより皮膚老化を促進する作用が提案された (Fig.3-7)。 
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Figure 3-7  Scheme showing the epidermal-dermal cross-talk after cultivation under dry 
conditions 
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第 4節 小括 
化粧品業界における動物実験禁止の動向を受け、これまでに in vitro 培養系では乾燥のよ




















 第 1章では紫外線 (UVB) に注目し、正常ヒト表皮角化細胞 (NHEKs) を選択して研究を
行った。まず、アルキルグリセリルエーテル類 (AKGs) の抗炎症作用を中心として、UVB
曝露によって生じたNHEKs炎症に対する抑制効果とその作用メカニズムについて検証した。
その結果、AKGs の 1 つであるキミルアルコール (CA) が、UVB による cyclooxygenase 2 
(COX-2) 発現とプロスタグランジン E2 (PGE2) 産生の亢進を抑制することでNHEKsの細胞
傷害を緩和していること、さらに、これらと関係して、peroxisome proliferator activated 
receptor-γ (PPAR-γ) のアゴニストとして nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) シグ
ナル経路が活性化され、UVB 曝露による NHEKs 細胞内の ROSレベルの上昇や一連の皮膚 
(NHEKs) 炎症応答を抑制することを明らかとした。 
第 2 章では、大気汚染物質 (DPE) に起因する皮膚細胞傷害と ROS 発生の関連性を明ら
かにすると共に、細胞傷害を改善するための有効成分の探索を行った。本章では前章で用
いた NHEKsと三次元再構築ヒト表皮モデル (RHEEs) を選択して研究を行った。はじめに、
ビタミンB5 (VB5) およびその誘導体がDPEに対するNHEKsの炎症に対して顕著な効果を
示したので、次に、それら物質の抗炎症作用メカニズムについて検証した。その結果、VB5
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誘導体の 1つである ethyl 2,4-dicarboethoxy pantothenate (EDCEP) が、DPE による芳香族炭化
水素受容体  (AHR) シグナル経路を活性化し、cytochrome P450 family 1 subfamily A 
polypeptide 1 (CYP1A1) 発現の亢進を抑制することで細胞傷害を緩和すること、さらに、Nrf2
シグナル経路を活性化して細胞内抗酸化システムを亢進することで、DPE 曝露による細胞
内 ROS レベルの上昇や一連の酸化ストレス応答を抑制することなどを見出して、EDCEP に
皮膚細胞傷害に対する複合的な効果があることを示唆した。 
第 3章では、まず RHEEsを低湿度環境下に維持してその表面を乾燥状態にし、かつその
RHEEs を長期培養できる装置を開発した。次に、この装置を用いて「in vitro 乾燥皮膚モデ
ル」を確立した。その後、この in vitro乾燥皮膚モデルにおいてカルボニルタンパク質 (CPs) 













因子惹起ストレスに対しても ROS 発生の制御が有効である可能性が期待される。 
以上、本研究では環境因子である、紫外線、大気汚染物質、および乾燥の三種に焦点を
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